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研究成果の概要（和文）：本研究の目的は、申請者が独自に開発した「ナノ界面構築法」を基盤技術としてナノ
粒子界面の最適化を行い、血中に存在するアルツハイマー認知症に関与するマイクロRNA（miRNA：バイオマーカ
ー）を検出・定量できるシステムのプラットフォームを確立することである。具体的には、金ナノ粒子界面にお
けるDNAハイブリダイゼーションにおいて、金ナノ粒子界面の構造の最適化を行なった。さらに、DNA/PEG化金ナ
ノ粒子とDNA化磁性粒子を組み合わせた、酵素・装置フリーなmiRNAの比色検出システムを構築した。以上のこと
から、この手法はアルツハイマー認知症の早期診断システムの開発に有用なツールである。
研究成果の概要（英文）：This study described a systematic study of DNA hybridization kinetics on 
gold nanoparticle (GNPs) with different surface modifications using probe DNA and different 
molecular weight poly(ethylene glycol)s (PEGs) for detection of Alzheimer's disease-related microRNA
 (miRNA). A new colorimetric miRNA assay system was developed using DNA/PEG-GNPs and DNA-modified 
magnetic beads (DNA-MBs). Eventually, target miRNAs could be detected at room temperature without 
need for other enzymes or instruments, even in the presence of cell lysate and serum. These results 
show that this system might be a useful tool for usage in Alzheimer's disease diagnosis based on the
 detection of circulating miRNAs.
研究分野：ナノバイオサイエンス
キーワード： ナノ界面　miRNA　DNA　金ナノ粒子
  ２版
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１．研究開始当初の背景 
わが国は世界一の超高齢化社会であり、そ
れに伴いアルツハイマー認知症が社会問題
となっている。現在、アルツハイマー認知症
に用いられている薬剤は、病気の進行を抑制
するだけであり、根治することはできない。
さらに、アルツハイマー認知症に対する診断
は医師らの認識力検査や脳スキャンのみで
あり、バイオマーカーも存在しないことから
客観的早期診断法がないのが現状である。近
年、タンパク質をコードしていない約 20 塩
基ほどの 1 本鎖非翻訳 RNA の１つであるマ
イクロ RNA（miRNA）が、様々な疾患に関
与していることが知られている。さらに、ア
ルツハイマー認知症に関与する miRNA がエ
クソソーム（脂質膜のベシクル）に封入され
た状態で血中に安定に存在することも報告
されている。したがって、実質臓器と比べて
アクセスしやすい血中から miRNA を高感度
に検出できればアルツハイマー認知症に対
する客観的早期診断も可能であると考えら
れる。現在、血中 miRNA を検出する手法と
しては、酵素を用いた PCR（ポリメラーゼ連
鎖反応）法が用いられている。しかし、従来
の PCR 法では、酵素（逆転写酵素やポリメラ
ーゼ）阻害物質が血中に含まれているため、
血液などから miRNA を再現性良く直接検
出・定量することは困難である。そのため、
PCR 法では手間・時間・コストのかかる前処
理（エクソソームの単離および miRNA の単
離）が必要不可欠となっているのが現状であ
る。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、申請者が独自に開発した
「ナノ界面構築法」を基盤技術としてナノ粒
子界面の最適化を行い、血中に存在するアル
ツハイマー認知症に関与する miRNA（バイオ
マーカー）を検出・定量できるシステムのプ
ラットフォームを確立することである。本シ
ステムの特徴は、血液サンプルの複雑な前処
理（エクソソームの単離と miRNA の逆転写）
をすること無く標的 miRNA を高感度に直接
検出・定量でき、かつ高選択性（ファミリー
内の１つの miRNA）、高い再現性（非酵素系
により生体物質の阻害を受けない）および簡
便性（目視でも検出可能）を有している。す
なわち、本システムは現在の高齢化社会にお
いて決定的な診断法がないアルツハイマー
認知症の診断・予防に非常に意義深いもので
ある。 
 
３．研究の方法 
本研究のような血中に存在するアルツハ
イマー認知症に関与する miRNA を検出・定
量できるシステムのプラットフォームを開
発するうえで以下のように研究を進めた。 
（１）金ナノ粒子界面での DNA ハイブリダ
イゼーションにおけるナノ界面構造の
最適的化 
（２）構造制御されたナノ界面構造を有する
金ナノ粒子を用いたアルツハイマー認
知症に関与する miRNA の検出システ
ムの開発 
 
４．研究成果 
（１）金ナノ粒子界面での DNA ハイブリダ
イゼーションにおけるナノ界面構造の最適
的化 
様々な界面構造（probe DNA 密度、表面電
荷、高分子の分子量）を有する種々の金ナノ
粒子（GNP）（粒径 15 nm）を調製した。具体
的には、probe DNA（target DNA とハイブリ
ダイズする塩基配列）のみを有する金ナノ粒
子（probe-GNP）および probe DNA と diluent 
DNA（A20：target DNA とハイブリダイズし
な い 塩 基 配 列 ） を 有 す る 金 ナ ノ 粒 子
（probe/diluent-GNP）を調製した。さらに、
様々な分子量（2k, 6k, and 10k）を有する非イ
オン性かつ水溶性のポリエチレングリコー
ル（PEG）と probe DNA を有する金ナノ粒子
（probe/PEGx-GNP, x = 2k, 6k, and 10k）の調製
も行った。また、各 GNP１個あたりの probe 
DNA の本数を図１に示す。さらに、動的光
散乱（DLS）による粒径測定から GNP 界面に
おける probe DNA および PEG の鎖長を計算
した。その結果、PEG10k (9.0 nm) > probe DNA 
(7.0 nm) > PEG6k (4.5 nm) > PEG2k (3.0 nm)の
順となり、これらに値はこれまでの報告と近
い値であった。すなわち、probe DNA は PEG2k
層およびPEG6k層からは突き出ており、一方、
PEG10k 層に埋もれている状態であることが
示唆された。ここで重要なことは、①
probe-GNP と probe/diluent-GNP は１粒子あた
りの総 DNA 本数（probe DNA + diluent DNA）
は同じであり（152 本/粒子＝同じ電荷）、１
粒子あたりの probe DNA の本数（152 本/粒子 
vs. 17 本/粒子）のみが異なるだけである。す
なわち、この両者の界面における DNA ハイ
ブリダイゼーションを比較することで、１粒
子あたりのprobe DNAの本数の影響を明らか
にすることが出来る。②probe/diluent-GNP と
probe/PEGx-GNPs（x = 2k, 6k, and 10k）の１粒
子あたりの probe DNAの本数（15~17本/粒子）
図１ 様々な界面構造（probe DNA 密度、表
面電荷、高分子の分子量）を有する種々の
金ナノ粒子（GNP） 
PEG鎖長（分子量：2000(2k), 6000(6k), 10000(10k)）
probe/PEG6k-GNP probe/PEG10k-GNPprobe/PEG2k-GNP
16本/粒子 15本/粒子 15本/粒子probe
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probe DNA → PEG →
diluent DNA 
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probe DNAの本数
17本/粒子 152本/粒子
← probe DNA 
はほぼ同じである。すなわち、これら界面に
おける DNA ハイブリダイゼーションを比較
することで、PEG（電荷）および PEG 鎖長の
影響が明らかにすることが出来る。 
 様々な界面構造を有する金ナノ粒子
（GNP）界面における DNA ハイブリダイゼ
ーションの測定は、蛍光色素をラベル化した
target DNA を用いて GNP と蛍光色素間の蛍
光共鳴エネルギー移動（FRET）を利用するこ
とで行った。すなわち、時間に対する蛍光高
強度の減少を測定し、このデータを基に
Langmuir モデルを用いてハイブリダイゼー
ションの速度定数（appkh）を決定した。各 GNP
界面における DNA ハイブリダイゼーション
の速度定数（ppkh）を表１に示す。まず、
probe-GNP と probe/diluent-GNP の比較におい
て、appkhの値は probe/diluent-GNP のほうが大
きかった。すなわち、１粒子あたりの probe 
DNA の本数が少ない probe/diluent-GNP のほ
うが DNA ハイブリダイゼーションの速度が
速 い こ と が 分 か っ た 。 こ れ は 、
probe/diluent-GNP のほうがハイブリダイズし
た target DNA 間の距離が長いため、立体障害
および電荷反発が probe-GNPに比べ少ないた
めであると考えられる。 
ま た 、 probe/diluent-GNP と
probe/PEGx-GNPs（x = 2k, 6k, and 10k）の比較
においては、probe/diluent-GNP の appkhの値は、
いずれの PEG 分子量（2k, 6k, and 10k）を有
するprobe/PEGx-GNPsのそれらよりも小さか
った。すなわち、マイナス電荷を有する diluent 
DNA を PEG（電荷を有さない）に置き換え
ることで DNA ハイブリダイゼーションの速
度が向上することが分かった。これは、diluent 
DNA と target DNA と静電反発（マイナス電
荷同士の反発によるものと考えられる。 
さらに、probe/PEGx-GNPs（x = 2k, 6k, and 
10k）内（PEG 分子量）の比較においては、
最も分子量が大きい probe/PEG10k-GNPの appkh
の 値 は 、 probe/PEG2k-GNP お よ び
probe/PEG6k-GNP のそれらよりも小さかった。
これは、probe/PEG10k-GNP における probe 
DNA は PEG10k層に埋もれている状態である
ため、PEG10k層が target DNA のハイブリダイ
ゼーションにおいて立体障害として働いた
ためであると考えられる。 
一方、probe DNA が PEG 層より若干突き出
ている probe/PEG2k-GNP と probe/PEG6k-GNP
の比較においては、appkh の値にいずれも大き
な違いは認められなかった。このことは、金
ナノ粒子界面における DNA ハイブリダイゼ
ーションにおいては、 probe DNA の PEG 層
からの突き出し構造が鍵となっていること
が示唆された。 
 
（２）構造制御されたナノ界面構造を有する
金ナノ粒子を用いたアルツハイマー認
知症に関与する miRNA の検出システ
ムの開発 
上述（１）の成果を踏まえ、DNA が PEG
層 か ら の 突 き 出 し 構 造 を 有 す る
DNA/PEG6k-GNP（DNA の鎖長：9.4 nm, PEG6k
の鎖長：4.5 nm）を用いてアルツハイマー認
知症に関与する miRNA の検出システムの開
発を行なった。この検出システムの原理を図
２に示す。DNA/PEG6k-GNP に相補的な塩基
配列を有する DNA をハイブリダイゼーショ
ンさせることで、二本鎖 DNA（dsDNA）を
有する dsDNA/PEG-GNP を調製した。また、
DNA ハイブリダイゼーションを介して
dsDNA/PEG-GNP と DNA 化 磁 性 粒 子
（ DNA-MB ） を 連 結 さ せ た 複 合 体
（GNP/MB-composite）を形成させた。この
GNP/MB-compositeの溶液に標的miRNAおよ
び燃料 DNA を加えると、toe-hold（足場）介
在型DNA鎖交換反応を素反応とするDNAサ
ーキットが引き起こされる。この DNA サー
キットにおいては、①標的 miRNA と
GNP/MB-composite の DNA（s-1）が交換反応
を起こし中間体が形成する、次いで②この中
間体の toe-hold を介して燃料 DNA がさらに
交換反応を誘起し、GNP/MB-composite から
DNA/PEG-GNP（シグナル）が脱会合すると
同時に標的miRNAが再生する。したがって、
標的 miRNA は脱会合反応（①～②）の触媒
として機能することになる。その結果、磁気
分離後の溶液の色は無色から金ナノ粒子由
来の赤色に変化する。すなわち、このシステ
表１ 様々な界面構造を有する金ナノ粒子
（GNP）界面における DNA ハイブリダイ
ゼーションの速度定数（ppkh） 
appkh (M
-1 sec-1)
probe-GNP (2.0 ± 0.7) × 104
probe/diluent-GNP (3.6 ± 0.7) × 104
probe/PEG2k-GNP (2.7 ± 0.4) × 105
probe/PEG6k-GNP (2.0 ± 0.2) × 105
probe/PEG10k-GNP (6.6 ± 0.7) × 104
図２ 制御されたナノ界面構造を有する金ナノ
粒子を用いたアルツハイマー認知症に関与す
る miRNA の検出システムの原理 
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ムでは、酵素および装置フリーでシグナル増
幅が可能であり、標的 miRNA を目視で検出
することが可能となる。 
 
 図３に様々な濃度の標的 miRNA（miR34c: 
アルツハイマー認知症由来の miRNA）存在下
における、時間に対するシグナルの変化を示
す。標的 miRNA 非存在下および燃料 DNA 非
存在下においては、シグナルの変化はほとん
ど確認されなかった。一方、燃料 DNA およ
び標的 miRNA 存在下においては、標的
miRNA の濃度および時間に依存してシグナ
ルの増加（無色→赤色）が確認された。すな
わち、標的 miRNA をトリガーとして toe-hold
（足場）介在型 DNA 鎖交換反応を素反応と
する DNA サーキットが引き起こされたこと
が示唆される。 
 図４a)には反応時間（DNA サーキット時
間）120 分後のシグナル値と標的 miRNA 濃度
との関係を示す。標的 miRNA 濃度が、50 pM 
~ 5 nM の範囲で直線性が確認されとことよ
り、この検出システムのダイナミックレンジ
（定量範囲）は 3 桁ほどであった。また、検
出限界濃度（LOD）は、およそ 50 pM である
ことが分かった。さらに、反応時間（DNA サ
ーキット時間）120 分後の上澄み溶液の写真
を図４b)に示す。上澄み溶液の色は、標的
miRNA 濃度が高くなるにつれ金ナノ粒子由
来の赤色が濃くなっているのが確認された。
また、この際、目視での検出限界濃度（LOD）
は、およそ 100 pM であった。 
以上のことから、申請者が独自に開発した
「ナノ界面構築法」を基盤技術としてナノ粒
子界面の最適化を行なった本検出システム
は、血中に存在するアルツハイマー認知症に
関与する miRNA（バイオマーカー）を検出・
定量できるツールとして有用である。 
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